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Optisch aktive Alkohole sind oftmals wichtige chirale Vorstufen von biologisch aktiven Substanzen, wie 
z.B. von.Arzneimitteln. Naturstoffen, Pflanzenschutzmitteln oder auch von FlOssigkristallbausteinen. 

Ein wirtschaftliches Hersteilungverfahren, welches die enzymatische Racematspaltung und damit die 
Darstellung der optisch aktiven Alkohole gewahrleistet, ist deshalb von groBer Bedeutung. Gleiches gilt fUr 
5 die enzymatische Stereodifferenzierung prochiraler Verbindungen, wie z.B. der Veresterung enantiotoper 
Hydroxylgruppen von 2-substituierten Propan-1 ,3-diolen; Aufierdem ist die Acylierung mittels Enzymkataly- 
•se, im Gegensatz zur chemischen Acylierung, fQr besonders empfindliche Substrate wie z.B. bestimmte 
prlrnare oder sekundSre Alkohole von. Bedeutung. 

Einige pharmakologische Wirkstoffe, deren Darstellung mit dem erfindungsgemMBen Verfahren erleich- 
10 tert und wirtschaftlicher werden wird, sind PrSparate wie NSAIDs (non-steroidal-antiinflammatory drugs), 
Betablocker, Bronchospasmolytica, Antimycotica, Pyrethroide, Tetramisol, Tetrahydrozolin, (R)-(-)-Toxometin 
und (SH + hF'uoxetin sowie Prostaglandine und Kohlenhydrate; Chirale Bausteine zur Synthese von 
Protease-lnhibitoren, beispielsweise des Renins sind durch die Anwendung enzymatischer Verfahren 
erheblich einfacher zugSnglich. 
rs Es ist bereits bekannt, dafl man Vinylester unter Hinzugabe von Alkoholen in Gegenwart von Losungs- 
mitteln, wie z.B. Tetrahydrofiiran, unter enzymatischer Katalyse umestem kann (M. Degueil-Castaing et al. 
Tetrahedron Letters, Vol. 28, No. 9, Seiten 953-954, 1987). Als Enzym wurde Schweinepankreas^Lipase 
benutzt. Eine Stereoselektivitat wurde nicht beobachtet 

Es ist auBerdem die enzymatische Trennung yon racemischen Alkoholen aufgrund einer seleictiven 
20 enzymkatalysierten Umesterungsreaktion mit Vinylestem in Abwesenheit von Losungsmitteln bekannt. Als 
Enzyme dienen immobilisierte Lipasen aiis Schweineleber und -pankreas sowie aus den Mikroorganismen 
Pseudomonas, Candida, Mucor, Rhizopus und Penicillium (EP 032 19 18). 

Weiterhin ist bekannt; dafi fOr die Umesterung Carbonsaureester (G. Carpani, F. Orsini, M. Sisti, L 
Verotta, Gazz. Chim. iltali 119, p. 463-465 (1989)) bzw. fUr die Acylierung cyclische Carbonsaureahhydride 
25 (Y.Terao et al., Chem. Pharm. Bull. 37, p. 1 653-1 655 (1 989)) eingesetzt werden konnen. 

In der europaischen Patentanmeldung EP O 25 42*43 werden aus prochiralen Diolen durch Umsetzung 
mit Vinylacetat in Gegenwart von Hydrolasen chirale Verbindungen optisch rein dargestellt Dies gelingt 
durch selektive Veresterung nur einer der beiden enantiotopen primSren OH-Gruppen. 

' Es ist auflerdem bekannt, dafl Lipasen, bei der Hydrolyse und Umesterung von Fetten, Olen und 
30 Shnlichen Verbindungen immobilisierti eingesetzt werden kSnnen (M. Mittelbach. J. Am. Oil. Chem. Soc.,67, 
168-170(1990)). 

Hsu et al. (Tetrahedron Letters, Vol. 31, No. 44, S. 6403-6406 (1990)) ibeschreiben die Umsetzung von 
sekundSren Alkoholen mittels XAD-8 immobilisierter Lipase aus Pseudomonas urid finden eine beschleunig- 
te Umsetzung des Substrates. In der Publikation befinden sich jedoch keine Aussagen bezUglich der 
35 Standzeiten (Haitbarkeit) oder der Temperaturstabilitat des fixierten Enzyms ohne nennenswerten Aktivitats- 
verlust. 

Es wurde nun Oberraschend gefunden, daB die O-Acylierung von Alkoholen mit Hilfe von immobilisierter 
Pseudomonas-Lipase besonders effektiv durchgefOhrt werden kann, Indem man das Enzym mittels Bindung 
an hydrophobe Trager, wie Adsorberharze auf Polystyrolbasis immobilisiert. 
40 Die Erfindung betrifft somit: 

Ein Verfahren zur Acylierung von Alkoholen, wobei man einen Vinylester der Formel I 



R 2 0 
^O^R 1 



inder 

so R 1 Wasserstoff, Ci-Ci 8 -Alkyj, welches gegebenenfalls mit Halogen substituiert ist. Phenyl oder (Ci 
C3)-Alkoxy-(Ci -C 4 )rAlkyl 

und 

R 2 Wasserstoff oder Methyl bedeutet, 
oder 

55 einen Carbonsaureester der Formel II 
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5 - " 

in der R 1 die oben genannte Bedeutung hat und R 7 entweder Ruor; Chlor oder Wasserstoff bedeutet, wobei 
alle R 7 identisch sein mdssen Oder R 7 ist Fluor, Ch lor, Brom oder Cyan und Wasserstoff. wobei zwei R 7 
Wasserstoff bedeuten mUssen oder R 7 bedeutet Fluor oder Chlor und " Wasserstoff, wobei nur ein. R 7 
Wasserstoff ist und die beiden anderen Substituenten identisch sind, 
w oder 

eines der cyclischen CarbonsSureanhydride BemsteinsSure- oder GlutarsSureanhydrid 
in Gegenwart von immobiiisierter Pseudomonas-Lipase mit einem Alkohol umsetzt. 

das dadurch gekennzeichnet ist, dafl Pseudomonas-Lipasen, die an Adsorberharze auf Polystyrolbasis 
immobilisiert sind, eingesetzt werden. 
75 lm folgenden wird die Erfindung detailliert beschrieben, insbesondere in ihren bevorzugten AusfOh- 
rungsformen. Femer wird die Erfindung durch den inhalt der AnsprUche bestimmt 

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren wird der als Ldsemittel dienende oder in einem anderen 
organischen Losemittel geldste Vinyl- bzw. Methylvinylester bzw. der Carbonsaureester der Formel II oder 
das cyclische Carbonsaureanhydrid in ein Keton, Aldehyd oder Alkohol und einen Acylrest gespalten und 
20 letzterer mit dem hinzugegebenen Alkohol (Substrat) enzy matisch acy liert wird. 

Als Tragermaterialien sind Adsorberharze auf Polystyrolbasis geeignet Alle Trager sind handelsOblich 
erhaltlich. *" *• — ■ " -r- r. T * ':. 

Die verwendeten TrMgermaterialien auf ^Polystyrolbasis besitzen ein Porenvolumen von 25^70, vorzugs- 
weise aber 35^55 %V eine Oberflache von 10O1000 m 2 /g. vorzugsweise aber 200-750 m 2 /g. sowie einen **■ 
25 Porendurchmesser von 25-1300 A, vorzugsweise 50-250 A: ^ 

Als Enzym werden Pseudomonas-Lipasen [Lipase P aus Pseudomonas cepacia (auch ais FP oder PS 
bezeichnet) Amano Pharmaceuticals, Nagoya, Japan] eingesetzt. 

Zur immobilisierung des Enzyms werden pro 10 ml Trager 0,01 bis 2 g, bevorzugt jedoch 0,1-1,5 g 
Enzym in 0,005-1 M Kaiiumphosphatpuffer, pH 5-9, bevorzugt jedoch pH 6-8, fUr 1-20 Std. gerUhrt. Der 
30 Puffer wird nach der Reaktionszeit U ber eine Fritte abgesaugt und das Enzym-TrSger-Gemisch mit grofien 
Mengen Wasser, Aceton und Vinylacetat gewaschen. Der TrSger ist in diesem Zustand gebrauchsfertig und 
kann in trockenem Zustand gelagert werden. 

Die mit Enzym zu belegende TrSgermenge wird in AbhSngigkeit von der Gr6/3e des Ansatzes, von der 
Reaktivitat des Alkohols, von der zu erwartenden Reaktionszeit und von der gewUnschten UmsatzhQhe frei 
35 gewShlt Sie kann durch Vorversuche leicht bestimmt werden. 

Die Vinyl- bzw. Methylvinylester der Formel I sind, sofern nicht "kauflich, auf einfache Weise herstellbar; 
beispielsweise durch Edelmetall-katalysierte Umesterung von Vihylaeetat-mit den entsprachenden Carbon- 
sauren. Vorzugsweise ---wird die-Umestemng -durch^Pb^^-'kataiiysiert^ 

Die Vinylester konnen auflerdem noch durch eine Hg^-kataiysierte Addition von Acetylen synthetisiert 
40 werden.'' \ ■' " v ' ; " '- H "' " J 1 ""' '" v : '? " ' \ 7 "■ . • »• 

Die Carbonsaureester der Formel II sind ebenso wie die cyclischen CarbonsSureanhydride 
(Bernsteinsaure- und Glutarsaureanhydrid) kauflich oder nach Standardverfahren herzustellen. " 

Die Alkbhole erhSIt man, sofern sie nicht kauflich sind; z;B. durch Reduktibn aus den entsprechenden 
Ketonen, die meist kMuflich sind, Oder durch a-Halogenierung entsprechender Ketone mit anschlieBender 
45 Reduktion zum Alkohol.' Andere nicht kSufliche Alkohole oder -Ketone lassen sich nach literaturbekannten 
Verfahren einfach herstellen; beispielsweise UberGrignard- oder andere gangige Addrtibnsreaktioneh. 

Unter Alkohlenversteht man einen Alkohol der Formel 1 1F 



50 




(ii i ) 



55 in der 

R 3 Ci-Cis-Alkyl oder C3-Cio-Cycloalkyl bedeutet, wobei diese Reste auch halogensubstituiert sein 
konnen, 

und 
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R* Epoxy-Ci-Cs -Alkyl bedeutet wobei die Epoxy-Gruppe in jS-Position zur OH-Gruppe im Rest der 
Formel II steht 

oder 

R 4 Ci-Cio-Alkyl f C2-Cio-Alkenyl, C2-Cio-Alkinyl, Ca-Cs-Cycloaikenyl, wobei die Alkyl-, Alkenyl-. 

5 Alkinyl- und Cycloalkenylreste gegebenenfalls mit COOH, Halogen, NO2, QN f Ci-C*-Alkoxycarbo- 

nyl oder Phenyl substituiert sind, wobei der Phenylrest seinerseits mit Halogen, NO2, CN oder Ci - 
C*-Alkoxy substituiert sein kann, oder R 4 Aryl oder Heteroaryl bedeutet wobei die Ary It oder 
Heteroarylreste -gegebenenfalls mit C1-C4 -Alkyl, Ci-C*-Alkoxy, Halogen, NQ2, CN oder N Sgr. 
substituiert sind, wobei Sgr eine Aminoschutzgruppe darstellt; 

10 oder in der 

R 3 und R 4 zusammen eine Alkylen- oder Alkenylen^Rest : der Formel IVa,. b 

0) »» <CM,)„- b) „» .<CH,)„- 



15 



30 



35 



(IV) 



20 darstellen, in der 

n< 1, 2 oder 3 ist und . 
R s und R 6 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, C2-C4 -Alkenyl, Ci-G* -Alky I oder 
R 5 und R 6 zusammen anelliertes Phenyl oder anelliertes Naphthyl bedeuten, wobei der . Phenyl- oder 
Naphthyl-Rest gegebenenfaJIs Ci-C^rAlkyh, Ci-G4-Alkoxy, NO2-, CN- oder Halogen-substituiert ist, 

25 wobei eine Methyleneinheit der Alkenylenkette auch durch eine Carbonylgruppe ersetzt sein kann, 
oder • , . . 

einen Alkohol der Formel V 




(v.) 



inder<;.; v - .-v..., ■:• 

R 8 „. Wasserstoff oder eine ; Alky Igruppe und 

R 9 Alkyl, Aralkyl, Aryl, Benzyl oder eine^Naphthylmethy Igruppe 
bedeuten. 

40 Es konnen auflerdem alle hoherwertigen Alkohole als Substrat eingestzt werden. 

Unter Halogenen des Alkoholswder Formel HI werden Fluor, Chlor, Brom und Jod, insbesondere Chlor 
und Brom verstanden. Unter. "Aryl? werden beispielsweise Phenyl, Naphthyl, .Phenanthryl, Anthrylund. 
Ruorenyl .yerstanden, . insbesondere Phenyl,. Naphthyl und Phenanthryl. Unter "Heteroaryl? werden. bei- 
spielsweise Fury I, Thieny I, Pyrroly I,. Pyridyl.jPy rim idyl, -Pyrazinyl, Pyridazinyl,.Pyrazolyl, Jsoxazolyli Thiophe- 
45 nyJ, Imidazolyl, Oxazolyl, Thiazolyl. und : Indoly I verstanden, insbesondere^ Furyl fJ Thienyl, Pyrroly I und 
Pyridyl. Unter der Aminoschutzgruppe "Sgr." werden die incder. PeptidchemierUblicherweise eingesetzten 
Aminoschutzgruppen verstanden, beispielsweise Benzyloxycarbonyl (Z),. Benzoyl, Benzyl,: Butyloxycarbonyl: 
(Boc), 9-Fluorenyl-methoxycarbohyl (Frhoc), Benzhydryl, Allyloxycarbonyl (Aloe), Tosyl, Methoxymethyl 
(MOM), Tetrahydropyranyl (THP), Acetyl, aber auch Alkyl- oder Cycloalkylgruppen, wie beispielsweise N- 
50 Methyl oder N,N-Di methyl. Unter "anelliertem Phenyl" bzw. "aneliiertem Naphthyl" wird ein Phenyl- bzw. 
Naphthylrest verstanden, bei dem die C-C-Doppelbindung des Restes der Former III Bestandteil des 
Phenyl- bzw. Naphthylrestes ist. Die gegebenenfalls substituierten Reste R 1 , R 3 , R 4 , R 5 und R^ sind 
bevorzugt monosubstituiert. 

Alkyl- und Alkenylreste mit 3 und mehr Kohlenstoffatome und Alkinylreste mit 4 und mehr Kohlenstoff- 
55 atomen konnen sowohl geradkettig als auch verzweigt sein. 

Der zu acylierende Alkohol wird in Xonzentration von 0,05-200 %, vorzugsweise 0,5-10 %ig - bezogen 
auf das Volumen des Viny testers - eingesetzt 

FUr die Acylierung des Alkohols sind mindestens 0,5 Molaquivaiente des Vinylrestes einzusetzen. 
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Die Umsetzung der Alkohole erfolgt "batchweise" Oder im kontinuierlichen Verfahren. 

Die Racematspattung der Alkohole kann beim erfindungsgemaflen Verfahren mit einer Aktivitatserho- 
hung von mindestens 90 % verglichen mit herkommlichen Verfahren durchgefOhrt werden. 

Das tragerfixierte Enzym zeigt im kontinuierlichen Verfahren selbst nach etnigen -Monaten der Verwen- 
5 dung, wobei sich Reaktionslaufe und Phasen der Nichtbenutzung des fixierten: Enzyms abwechseln, kaum 
Aktivitatsverlust. Dies gilt auch, wenn dierReaktion bei erhohten Temperaturen durchgefOhrt wird. 

FOr die "batchweise "-Umsetzung mit immobilisierter Pseudomonas^Lipase wird der Vinylester der 
Formel I, bzw. der CarbonsSureester der Formel \\ oder das cyclische Carbonsaureanhydrid, vorzugsweise 
jedoch Vinylacetat oder eine Ldsung des Vinylesters, in einem (unpolarem) organischen Ldsemittel 
10 vorgelegt und der umzusetzende Alkohol hinzugegeben. Als LOsemittel eignen sich vorzugsweise Ether, 
ganz besonders jedoch symmetrische und unsymmetrische, verzweigte und nicht verzweigte Dialkylether. 
vAuflerdem eignen sich vorzugsweise Kohlenwasserstoffe, ganz besonders lineare; verzweigte oder cyclische 
Kohlenwasserstoffe von C4-Cs. Zu dieser Suspension gibt man tragerfixierte Pseudomon as- Lipase und rOhrt 
oder schOttett bei konstanter Temperatur. Die Beendigung der Reaktion wird: mittels DC, GC oder HPLC 
15 kontrolliert. Anschlieflend firtriert man das fixierte Enzym ab, wascht gut mit einem Ldsemittel (s.o.) oder 
Vinylacetat nach und dampft die Ldsung im Vakuum ein. Das im Fall der Racemattrennung als ROckstand 
verbleibende Alkohol-/Ester-Gemisch wird durch S§ulenchromatographie an Kieselgel oder durch Extraktion. 
Kristaliisation oder Destination getrennt Andere Acylierungsprodukte fallen hSufig in ausreichender Reinheit 
an, so da/3 sich eine Aufreinigung erUbrigt. 
20 Zur DurchfOhrung, der Reaktion im kontinuierlichen Verfahren packt man die trSgerfixierte 
Pseudomonas-Lipase P/FP/PS in eine Glassaule und spQIt mit dem Ldsemittel, in dem die Reaktion 
durchgefOhrt wird, d.h. mit Vinylacetat, einem anderen Vinylester oder einem anderen organischen Ldsemit- 
tel. 

Anschliefiend ISflt man die Substratldsung mit konstanter Geschwindigkeit bei konstanter temperatur 
25 durchlaufen. , ... 

Das VerhSltnis von TrSger [ml] zu fixierter Lipase [g] zu Vinylacetat [ml] zur Konzentration des 
Substrats [Vol-%] liegt.im Bereich 5-100:1:5-10.000:0,5-200, wenn Vinylacetat (d.h. ohne weiteren Ldsemit- 
telzusatz) eingesetzt wird. 

Wird die Reaktion in einem Vinylester durchgefOhrt, setzt man den zu acylierenden Alkohol in 
30 Konzentrationen von 0,05 - 200 Volr% ein. 

Die Hdhe des Umsatzes kann nahezu beliebig durch Einstellen der Tropfgeschwindigkeit gesteuert 
werden und ist durch Vorversuche leicht zu bestimmen. \ 

Die Raum-Zeit-Ausbeuten sind direkt vonden Absoiutwerten der oben genannten Parametem abhSngig, 
besonders aber von der S2ulendimensionen, d.h. der Enzymmenge, die tragerfixiert in der SSule vorgelegt 
35 wird. • V ■ t 

Die SSulendimension ist frei wSnlbar, liegt im Labormaflstab jedoch vorzugsweise in einer Grqflenordr 
nung von 10^500 ml. Bei einer bevorzugten SSulenbefOI lung mit 50 ml tragerfixiertem Enzym, einer 1 
%igen Substratlosung und einer Durch lauf geschwindigkeit von 10 Tropfen/Min. werden Raum-Zeit-Ausbeu- 
ten von etwa 0,5-300 g/l/h erzielt. . ' _ 
40 Die Reaktionstempertur wahrend des Verfahrens betrSgt '(-).. 10 bis ( + ) 100 *C t vorzugsweise ( + ) 0V 

60 # c. ' ..\ 

Die Reaktionszeiten sind abhSngig von der Art des umzusetzenden Alkohols, dessen Konzentration 
sowie der Menge des tragerfixierten Enzyms und schwanken zwischeri 1 Std. und 4 Wochen. Vorzugsweise 
liegen sie zwischen 3 Std. und 3 Tagen. 

45 Die bei dem erfindungsgemSBen Verfahren entstehenden Produkte Acetaldehyd bzw. Aceton bzw. die 
fOr die Acylierung freigesetzten Alkohole sowie die im Falle der selektiven Acylierung entstehenden 
enantiomeren Alkohole (Substrate), d.h. Carbonsaureester und nicht umgesetzter Alkohol lassen sich auf 
bekannte Art und Weise durch Anwendung aller, aber im Einzelfall zu prOfender, Ublicher Methoden 
trennen, vorzugsweise durch Chromatographie an Kieselgel oder eines der anderen, oben erwShnten 

so Verfahren. 

Beispiel 

Allgemeine Arbeitsvorschrift 

55 

Zur Immobilisierung des Enzyms wird das TrSgermaterial entweder 

a) unbehandelt eingesetzt, 

b) nach der Enzymimmobilisierung mit Glutardialdehyd nachvernetzt (Tab. 1 ) 
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zu a) Fur die Fixierung der Lipase am Trager werden 50 ml des Tragers in 100 ml K-Phosphatpuf- 
fer, pH 7,0, suspendiert und mit 500: mg Lipase P versetzt. Man rOhrt fOr 3 h bei RT, filtriert 
ab und wascht gut mit Wasser nach; 
zu b) Nachvernetzung - * > 

Zur Nachvemetzung wird wie unter a) ^beschrieben verfahren, jedoch nach der angegebenen 
Fixierungszeitmit 4 ml Glutardialdehydlosung (25 %ig) vernetzt. Nach 1 Stunde wird das 
. tragerfixierte Enzym abfiltriert und mit Wasser nachgewaschen . ■ 
Die bevorzugten Trager: kdnnen wie folgt charakterisiert werden: \ 





, ®XAD-2 


®XAD-4 


Porenvolumen [%] 
Dichte • 
; OberflSche [rr^/g] 
Porendurchmesser [A] 


42 
1,02 
r 330 
- 90 


: 51 

1.02 
750. 
50 



Der TrSger wird in Wasser oder trbcken aufbewahrt. 

500 mg des umzusetzenden Alkohols werden in 20 ml Viriylacetat suspendiert. Dazu gibt man die 
immobilisierte Lipase und rUhrt bei konstanter Temperatur. 

Nach Beendigung der Reaktion filtriert man das immobilisierte Enzym ab. Die verbleibende Losung wird 
im Vakuum volistandig^eingeengt ^; ^ , ^ v 

Die im RUckstand 'befind lichen Acylierungsprodukte konnen durch Standardverfahren, beispielsweise 
durch Kieselgelchromatographie, getrennt werden^ 

In Tabelle 2 sind die Ausgangs- sowie die erhaltenen Produkte, die variabien Verfahrensparameter 
(Enzymmenge, TrSgermenge, Alkoholmenge, Vinylestermengen, Reaktionstemperatur, Reaktionszeit) sowie 
Produktcharakteristika und chemische Ausbeute angegeben. 

Zur exakten Bestimmung der AktivitSt ist es notwendig, die an den Trager gebundene Enzymmenge 
genau zu bestimmen. 

Man gent bei den hier dargestellten Versuchen fUr das erfindungsgemaBe Verfahren von der Vorausset- 
zung aus. dafi Pseudomonas-Lipase ein einheitliches Protein mit einem Salzgehalt von 37 % bzw. 63 % 
Protein (Gewichts-%) 1st. Dieser Salzgehalt wird durch Dialyse bestimmt 

Fur die Bestimmung der Fixierungsausbeute macht man den schon beschriebenen Versuch mit einem 
Ansatz von 20 ml XAD-2 TrSger und 2 g Pseudomonas-Lipase. Die Fixierungs- und Waschldsung werden 
gesammelt, vereinigt und lyophilisiert. Aus diesem Pool erhalfc man 1 ,77" ig RUckstande, bestehend aus 
Enzym und Puffersalzen. Durch Auswaage nach dem Lypphilisieren von reinem Puffer ist eine Salzmenge 
von 0,38 g in der Menge der eingesetzten Pufferlosung bekannt 

Somit sind von den 1,77 g RGckstand zum einen 0,38 g Piiffersalze und zum anderen 0,74 g Salze des 
Enzyms ( = 37 %; s.o.) abzuziehen. 7*.V* . 

Die verbleibende Menge von 0,65 g so lite der nicht fixierten Enzymmenge entsprechen. 

Eine nachfolgende Dialyse des RUckstandes zeigt. dafl nocri eine gerihge Salzmenge enthalten ist, so 
dai5 0,58 g Enzymmenge statt des theoretischen Wertes yon 0,65 g verbjeiben. 

Somit liegt die fixierte Eftzymmenge zwischen 0^61 J und 0*68 g. Daraus foigt, da8 die Rxierungsausbeute 51 
% betragt; " v/i -" 0< ' : V' '•■ * ' 1 "• rv ' \'\ .; " _ ; \ v \ 

Die Berechnung wird nochmals beispielhaft far das in Tabelle 2 genannte Beispiel i (Pnenylethanol) 
durchgefUhri ■' " v " '" 7 . \ _"' ' __'' '* 
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50 mg Lipase P (kauflich erworben) 

x 0,63 tatsachlicher Enzymgehalt Lipase P 
5 x 0,51 Fixierungsausbeute 

=>- 1 6 mg: tragerfixierte Lipase 

to 50 mg freie Lipase P 

x. 0,63 tatsachlicher Enzymgehalt Lipase P 
=> 31,5 mg Lipase P tatsatchiicher Enzymgehalt 

16 mg fixiertes ;Enzym liefern 33,4 % Umsatz, 
31 ,5 mg freies Enzym liefern 20,7 % Umsatz 
20 ; «*' Aktivitat: 320 % 

Die enzymatische Racematspaltung kann nicht nur, wie oben beschrieben, in Anwesenheit von Vinyl- 
acetat, sondern auch in Anwesenheit anderer Vinylester, wie z. B. von Chloressigsaure, Laurinsaure und 
25 Phenylessigsaure^erfolgen. HierfUr wird Trager-fixierte Lipase P in eine Glassaule gefUHt und mit 150 ml t- „ 
Butylmethylether, der als Losemittel fUr die folgende Umsetzung dient, durchspUlt. . 

AnschliefJend beschickt man. die SSule mit einer Losung von Substrat und Vinylester, die in jeweils 250 
ml t-Butylmethyiether geldst sind. Diese, Losung ISflt man die SSule langsam durchlauf en und bestimmt die, 
Zusammensetzung nach vollstMndiger Passage der Losungen mrttels Gaschromatographie. 
30 Die einzusetzenden Mengen, sowie die Durchlauf- und Reaktionszeiten und die Ergebnisse sind Tabelle 
3 zu entnehmen. 

Beispiel fOr die Umesterung mit EssigsMureethy tester 

35 0,5 ml EssigsSureethylester werden mit 2,5 %igem Phenylethanol in t-Butylmethylether (10 ml) und 5* 
ml XAD-2 fixiertem Enzym (theoret Enzymmenge: 50 mg) bei Raumtemperatur gerUhrt ~ 
Die Reaktion zeigte einen 50 %igen Umsatz des Phenylethanols nach 5 Tagen. 

Die Kontrolle mit nicht fixiertem Enzym ergab nach: 7 Tagen einen deutlich geringeren Umsatz. 
Der Umsatz wurde mittels DC bestimmt 

40 ~* • ' * ' ' 7\ ' . *"' ' * * * • 

Beispiel fOr die Veresterung primarer OH-Gruppen: 

2,5 %iges Geraniol werden in 10 ml n V1nylacetat gelost und- unter Zusatz von 5 mi XAD-2 fixiertem 
Enzym (theoret. Enzymmenge: 50 mg) bei Raumtemperatur gerOhrt. 
45 Eine quantitative Acetylierung war mit fixiertem :Enzym bereits nach 1 Std. durchgefUhrt, wShrend das freie 
Enzym 50 % mehr Zeit benotigter: r » t - - • ..... ; , 

Beispiel fQr die Acetylierung- von dl-Pantolacton— Test der* Lahgro 
kontinuierlichen Verfahren: 

50 ' • . 

400 ml XAD-2-fixierte Lipase P wird in eine temperierbare Doppelmantel-GlassSule gepackt. Eine 0,1 
%ige Losung von dl-Pantolacton (in Vinylacetat/t-Butylmethylether 1:9; Gesamtvolumen 2 I) wird bei 50* C 
mit einer Durchfluflgeschwindigkeit von 0,1 1 ml/min Uber die SSule gegeben. Zur Kompensation des 
SSulenvolumens wird anschlieflend mit gleicher Geschwindigkeit mit t-Butylmethylether nachgespUlt GC- 
55 Analyse der ReaktionsIS sung ergibt in diesem ersten Durchlauf einen Umsatz zu Pantoiactonacetat von 71 ,6 
%. Die gespUlte Saule wird bei RT im trockenen Zustand aufbewahrt und jeweils 5 h vor erneutem Beginn 
eines weiteren Durchlaufs temperiert. Auf diese Art und Weise werden innerhalb der nachsten 5 Monate 
noch 11 wettere kontinuierliche Umsetzungen durchgefOhrt. Der 12. Lauf (unter identischen Bedingungen, 
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au/ter: Durchfluflgeschwindigkeit 0,13 ml/min). 5 Monate spater durchgefOhrt, zeigt einen Umsatz zu 
Pantolactonacetat von 70,7 %. 

Tabelle 1: Die Reaktionszeit betragt jeweils 6 Std 





■Bsp. 


Trager 


mit Chior- 


mit Glutar- 


% Umsatz zu Acetat 




Einsatz- 


10 


■ Nr: 




essigsaure 
vorfunkt. 


dialdehyd 
nachvemetzt 


1. 

Lauf 


2. 


3.. 


4. 


menge 






15 


1 


®Amberlite 

XAD-P 


• 


- 


33,4 


38,4 


38 


33,5 


(X) 


20 


2. 


XAD-4 

XAD-16 

XAD-1180 


- 

- 


.- 
- 


19,35 
17,20 
17,61 


11,94 
14,11 
13,03 


12,31 
14,91 
12,71 


8,08 

10,06 

11,19 


: 
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XAD-12 1 






19 


4,45* 


: - *■-'•'•• • 


- 




25 




XAD-2 




ja ' • 


18,45. 


24-93: 


17j31 


13;4fr 






5 - - \ 


XAD-4 ' 




ja • 


15;66 : 


16,74 


14,63 


11;91 




30 


6 


XAD-12 




-ja 


26,06 ; 


9.7 ^ 










7 


®DEAE- 
Sephadex 






11,03 








dto. 


35 


8^ .... 


■n 

. . •-: 


i- ; ■ 


ja-., , - . ■ ■< ■ 


12,58-- 












9 


/Sephacel 






,7,03 ; 












no : 






ja 


8,55 










40 




®Celite 






10.98 ; 












.12.,.,, 


» ®Duolite, A7 






25.96 , 


,12,7. 


12,65 A 






45 


13; ; . 


*"A- 368?' . - 


'■ ' "[ 




41,13 ; 


5;61 


5.5^ 







(x) In Bsp. 1 wurden verwendet: 250 rng .Phenylethanol,. 10 ml Vinylacetat, 5 ml 
Trager ' 
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Das erfindungsgema'fie Verfahren weist gegenOber herkommlichen Verfahren zur Racematspaltung von 
Alkoholen folgende Vorteile auf: 

A) Durch erhohte EnzymaktivitSt sind die Raum-Zeit-Ausbeuten deutlich erhQht. 

B) Sehr none Standzeiten des fixierten Enzyms erlauben einen besonders wirtschaftlichen Eihsatz des 
Biokatalysators. 

C) Die Aktivitat des Enzyms ist dauerhaft (Tab. 1 ; s.u. (a)). 

D) Hohe TemperaturstabilitSt des fixierten Enzyms. 10 ml 0,5 %ige PhenylethanollSsung in Toluol wird 
mit 100 mg freier Lipase bzw. 1 ml fixiertem Enzym und anschlieflend mit jeweils 0,1 ml Phenylessig- 
saurevinyiester vesetzt. Die freie Lipase zeigt nach fDnfstUndigem RUhren bei RT 3,2 % Umsatz bzw. 
nach gleichem Zeitablauf unter RQckflufl mit 1 10 • C keine Aktivitat mehr, wahrend die fixierte Lipase bei 
110* C noch 1-2 % Umsatz aufweist. Die Bestimmung des Umsatzes erfolgt per GC Test (Reoplex auf 
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®Chromosorb). 

(a) 250 mg racem. Phenylethanol in 20 ml Vinylacetat wird mit 2 ml fixierten Lipase bet 50" C fUr 6 h 
geschUttelt. Anschlieflend wird der Umsatz per GC bestimmt, das fixierte Enzym abfiltriert und gut mit 
Vinylacetat nachgewaschen. Am nachsten Tag erfolgt eine emeute Umsetzung unter identischen 
Bedingungen. 

(b) In gleicher Weise wird unter Verwendung von 0,2 g des freien Enzyms verfahren. 

(a) Im 1. Durchlauf wird nach 6 h ein Umsatz von 48,7 % gemessen. Im 10. Durchlauf wird nach 6 h 
ein Umsatz von 21,2 % gemessen. 

(b) Im ersten Durchlauf liegt der Umsatz nach 6 h bei 46,1 %. Nach dem 7. Durchlauf kein Produkt 
mehr nachweisbar. 

Die Aktivitat des Enzyms ist auf Dauer gewahrleistet. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Acylierung von Alkoholen, wobei man einen Vinylester der Formel I, 

R 2 0 



Wasserstoff, Ci -Ci 8 -Alky I, welches gegebenenfaJIs mit Halogen substituiert ist, Phenyl oder 
Ci -Cs-AIkoxy-Ci -C 4 -Alkyl 

Wasserstoff oder Methyl bedeutet, 



einen Carbonsaureester der Formehll 



( i i ) 



in der Ft 1 die oben genanntev Bedeutung hat und R 7 entweder Fluor. Chlor oder Wasserstoff bedeutet, 
wobei alle R 7 identisch sein mQssen oder R 7 ist Fluor, Chlor Brom oder Cyan und Wasserstoff, wobei 
zwei R 7 Wasserstoff bedeuten mtissen oder R 7 bedeutet-Fluor oder Chlor und Wasserstoff, wobei nur 
ein R 7 Wasserstoff 1st und die beiden anderen Substituenten identisch sind, 
oder 

etnes der cyclischen Carbonsaureanhydride Bernsteinsaure- oder Glutarsaureanhydrid 

in Gegenwart von immobiiisierter Pseudomonas-Lipase- mit einem Alkohol umsetzt, das dadurch 
gekennzeichnet ist, datf Pseudomonas-Lipasen, die an Adsorberharze auf Poiystyrolbasis immobiiisiert 
sind, eingesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl die Umsetzung "batchweise" erfolgt. . 

3. Verfahren nach Anspruch*1 , dadurch gekennzeichnet, daB idie Umsetzung Jm^kontinuierlichen Verfahren> 
erfolgt. 



4. Verfahren- nach einem < oder mehreren der AnsprUche 1 bis. 3, dadurch gekennzeichnet. dafl als; 
Tragermaterialien Adsorberharze auf > PolystyrohBasis mit einem Porenvolumen von 25 bis 75 %. einer 
Oberflache von 100 - 1000 jm 2 /g und einem Porendurchmesser von 25 - 1200 A eingesetzt werden. 

5. Verfahren, nach einem oder mehreren der. AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl der Trager 




in der 
R 1 

und 

R 2 
oder 
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jeweils 

a) unbehandelt zur Immobilisierung oder 

b) nach Enzymankupplung mit Glutardialdehyd nachvernetzt, eingesetzt werden kann. 

5 6. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 die 
Reaktionstemperatur (-) 10 bis ( + ) 100* C betragt 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1.-6, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Reaktionstemperatur 0 bis < + ) 60 * C betragt. 

10 

8. Verwendung der gemSfl einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 7 erhSrtlichen chiralen Bausteine 
zur Synthese von Protease-lnhibitoren. 

9. Verwendung der gemafl einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 7 erhSltlichen optisch reinen 
75 Alkohoien zur HerstellunQ von NSAIDs, Betablockern. Bronchospasmolytica, Antimycotica, Pyrethroi- 

den, Tetramisol, Tetrahydrozolin. (RH-)-Tomaxetin. (SH + )-Fluoxetin, Prostaglandinen oder Kohienh- 
ydraten. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da£ die NSAIDs Ibuprofen und Naproxen, die 
20 Betablocker Nifenalol und Penbutolol, die Bronchospasmolytica Tolubuterol und Bitorterol, die Antimy- 

cotica Tioconazol und die Pyrethroide Allethrine sind. 
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